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目的と背景 
酸素発生型光合成を行う生物は、そのチラコイド膜において電子伝達を行う2つの経路を持っている。それは
H2OからNADP+への直線的電子伝達（非循環的電子伝達系）と光化学系Ⅰ周辺の環状電子伝達（循環的電子伝
達系）である。ラン藻や葉緑体では ATP を合成する系として環状電子伝達系が存在する。環状電子伝達には 2
つの経路がある。1つはフェレドキシンから戻る系であり、もう1つはNAD(P)Hを経て戻る経路である。電子
がNAD(P)Hを酸化するタンパク質を必ず通るという事になる(Battchikova et al, 2011  Carmel et al, 2011)。 
本研究では、環状電子伝達の経路を明らかにする為に単細胞好熱性シアノバクテリア Thermosynechococcus 
vulcanus を用いて NAD(P)H 酸化活性タンパク質の網羅的な探索を試みた。タンパク質の探索にあたって、本
研究ではチラコイドの膜成分を中心として分析を行った。 
 
材料と方法 
好熱性シアノバクテリアThermosynechococcus vulcanus の細胞膜を破壊した後、可溶性、並びに表在性のタ
ンパク質をよく除きチラコイド膜を単離した。得られたチラコイド膜を LDAO 処理により調製することで、系
Ⅰを含む画分と系Ⅱを含む画分を得た(Koike and Inoue 1985)。 
 得られたチラコイド膜・系Ⅰ・系Ⅱの画分をそれぞれNative PAGEと活性染色を用いることでNAD(P)H 活
性を持つタンパク質を持つバンドを検出した。その後、各画分から分離された活性バンドを切り出して
SDS-PAGEにかけ、銀染色を用いて構成タンパクを調べた。 
 
結果 
・Native-PAGEと活性染色 
Native-PAGEを行った結果それぞれに特徴的なバンドが検出された。チラコイド膜をそのまま泳動した場合、
濃縮ゲル及び分離ゲルとの境界直下に緑色のバンドが分離された。また、ゲル中央やや下寄りにも薄いながらも
緑色のバンドが見られた。更に、濃い緑色のバンドの下にアロフィコシアニンと考えられる細いバンド、泳動先
端に近いところにフィコシアニンによると考えられる藍色の広いバンドが見られた(Watanabe and Ikeuchi 
2013)。 
PSⅠ画分は、チラコイド膜では境界にあった濃い緑色のバンドが非常に薄くなり、PSⅠ複合体モノマーと考
えられる1つの濃いバンドが先端の方に出現した。また、フィコシアニンに由来するバンドはほとんど見られな
かった。 
一方系Ⅱ画分はPSⅡ複合体ダイマーと考えられる緑色のバンドがPSⅠ複合体の約半分の泳動距離のところに
出現した。また、アロフィコシアニンの水色の濃いバンドが濃縮ゲルと、チラコイドのアロフィコシアニンとほ
ぼ同じ位置の2か所に見られ、フィコシアニンの藍色のバンドも先端近くに濃いバンドとして分離されて来た。 
NADHで染色した場合、チラコイド膜には 4本のバンドが出現した。これらを移動度に従って th1~th4と番
号付けした。系Ⅰ画分は二本のバンドが出現したが、チラコイドでのバンドの比較からⅠh3、Ⅰh4 と番号を付
けた。なお、Ⅰh3のバンドはNADHに対して特異性が高かった。また系Ⅱ画分も同様にⅡh1~Ⅱh3と番号を付
けた。 
同じ標品をNADPHで染色した結果検出されたバンドにも移動度に従ってそれぞれ tp1~tp4、Ⅰp3とⅠp4、
Ⅱp1~Ⅱp4と番号を付けた。 
チラコイドでは tp1~tp3の各バンドは薄いながらも th1~th3に対応していた。従ってこれらは同じバンドに対
応していると考えられるが、この三本のバンドはNADHに対して、より特異性が高いと思われる。一方 th4は
tp4 とは異なるタンパク質と考えられる。これは th4 はくっきりしたバンドとして染色されるのに対し、tp4 は
th4より少し低い泳動度(あまり泳動されない)のところにブロードなバンドとして染色されていることによる。こ
のバンド tp4はNADPHに対する特異性が高かった。 
系Ⅰ画分は th3と同じ位置にⅠp3が、また tp4と同じ位置にⅠp4が見られた。Ⅰp3はⅠh3と同じタンパク
質であるが、特異性がNADHに対して非常に高かった。Ⅰp4は tp4、Ⅱp4に対応するNADHに特異性の高い
バンドであり、これは系Ⅱ画分の方により濃縮されていた。 
系Ⅱ画分は4つのバンドが染色されたが、特にⅡp1は濃く染色された。これはNADHでもよく染色されるの
で、NADH、NADPHに対する特異性に大きな差はないと考えられる。また、これは系Ⅱクロロフィル‐タンパ
ク複合来と行動を伴にしていることから系Ⅱと固く結合していると考えることができる。なお、1 番良く泳動さ
れたⅡp4 は系Ⅰにはほとんど見られないことから、これも系Ⅱ画分に濃縮されて来る、NADPH に対する特異
性が高いバンドであるといえる。 
・SDS-PAGE 
活性染色で得られたバンドをそれぞれ SDS-PAGE にかけて分離して銀染色を行う事で、バンドに共通して活
性を持つ特徴的なタンパク質が何かを調べた。NAD(P)H酸化活性を持つ構成タンパク質として、tp2、tp3 、th4、
tp4、Ⅰh4、Ⅰp4、Ⅱp4のバンドからは共通して 13kDaタンパク質が検出され、それ以外の全てのバンドでは
12kDa と 13kDa タンパク質の両方が検出された。また、tp3、Ⅱh3、Ⅱp3、th4、tp4、Ⅰh4、Ⅰp4、Ⅱp4 の
バンドからは20kDaの、銀染色で他のバンドとは色調の違うタンパク質が検出された。Ⅱh1とⅡp1からは系Ⅱ
コアタンパクと50kDaタンパクが検出された。th3、Ⅰh3、Ⅰp3のバンドからは共通した12、13kDaの他に膜
結合性と考えられる30kDaのタンパク質が検出された(Ikeuchi et al, 1992)。 
 
結論 
 本研究では単細胞好熱性シアノバクテリア T.vulcanus を用いて、NAD(P)H 酸化活性を持つ膜タンパク質を
探索した。Native-PAGE と活性染色により、チラコイド膜画分、系Ⅰ画分、系Ⅱ画分において NAD(P)H 酸化
活性をもつタンパク質を含んでいるバンドが19検出された。また、活性染色で得たバンドをSDS-PAGEにかけ
て構成するタンパク質を検出することができた。これらは主に12、13、14kDaのタンパク質から成っていたが、
各染色バンドにより少しずつ構成成分は異なっていた。また系Ⅰ画分に特徴的なⅠp3 (th3とⅠh3)には他に見ら
れない30kDaの膜タンパクが存在していた。今後これらのバンドの同定を進めていく必要がある。 
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